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การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
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1. การเตรียมกราฟมาตรฐานนํา้ตาลมอลโทสสําหรับศึกษาประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรตใน
หลอดทดลอง 

 

     วิธีการ  
   

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานนํ้าตาลมอลโทสความเขม้ขน้ 1.6 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร  
2. เจือจางสารละลายมาตรฐานนํ้าตาลมอลโทสใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0.05, 0.1, 0.2, 0.4  
    และ 0.8 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร 
3. ปิเปตสารละลายมาตรฐานนํ้าตาลมอลโทสแต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ใส่ในหลอดทดลอง  
   4. เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 500  

ไมโครลิตร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 
5. นาํไปตม้ในนํ้าเดือดนาน 5 นาที แลว้ตั้งท้ิงไวใ้หเ้ยน็ 
6. นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 
7. นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดม้าเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความ 

เขม้ขน้ของนํ้าตาลมอลโทส (ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว 
คล่ืน 540 นาโนเมตร 

 

ภาพผนวกท่ี ก1  ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของนํ้าตาลมอลโทสกบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี  
 540 นาโนเมตร 

y = 1.264x
R² = 0.995
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2. การเตรียมกราฟมาตรฐานนํา้ตาลมอลโทสสําหรับศึกษากจิกรรมของเอนไซม์อะไมเลส 
 

   วิธีการ  
 

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานนํ้าตาลมอลโทสความเขม้ขน้ 64 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร  
2. เจือจางสารละลายมาตรฐานนํ้าตาลมอลโทสให้ไดค้วามเขม้ขน้ 1, 2, 4, 8, 16 และ 

32 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร 
3. ปิเปตสารละลายมาตรฐานนํ้าตาลมอลโทสแต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 

ใส่ในหลอดทดลอง  
4. เติม 0.2 โมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8 ปริมาตร 62.5 ไมโครลิตร  
5. เติม 20 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคลอไรด ์ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร  
6. เติม Tris–HCl ปริมาตร 125 ไมโครลิตร แลว้ผสมเขา้ดว้ยกนั  
7. เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 250  

ไมโครลิตร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 
8. นาํไปตม้ในนํ้าเดือดนาน 5 นาที แลว้ตั้งท้ิงไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
9. เติมนํ้ากลัน่ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
10. นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร  
11. นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดม้าเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความ

เขม้ขน้ของนํ้าตาลมอลโทส (ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 540 นาโนเมตร 
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ภาพผนวกท่ี ก2  ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของนํ้าตาลมอลโทสกบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี  
 540 นาโนเมตร 

 

3. การเตรียมกราฟมาตรฐานของดีแอล–อะลานีน (DL–Alanine) สําหรับศึกษาประสิทธิภาพการ
ย่อยโปรตีนในหลอดทดลอง  

 
     วิธีการ  
   

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานดีแอล–อะลานีนความเขม้ขน้ 8 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร  
2. เจือจางสารละลายมาตรฐานดีแอล–อะลานีนให้ไดค้วามเขม้ขน้ 0.5, 1, 2, 4 และ 6 

ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร 
3. ปิเปตสารละลายมาตรฐานดีแอล–อะลานีนแต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร

ใส่ในหลอดทดลอง  
4. เติม 50 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
5. เติม 0.1 เปอร์เซ็นต ์กรดพิคริลซลัโฟนิค ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 
6. นาํไปบ่มในท่ีมืด อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง   

y = 0.018x
R² = 0.999
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7. เติม 1 โมลาร์ กรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว้ผสมเขา้กนั ปล่อยใหเ้ยน็ลง
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  แลว้นาํไปวดัค่าการดูดแสงท่ี 420 นาโนเมตร 

8. นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดม้าเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความ
เขม้ขน้ของดีแอล–อะลานีน (ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 420 นาโนเมตร 

 

 

ภาพผนวกท่ี ก3  ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของดีแอล–อะลานีนกบัค่า 
การดูดกลืนแสงท่ี  420 นาโนเมตร 

 
4. การเตรียมกราฟมาตรฐานของพารา–ไนโตรอะนิลิด (p–Nitroanilide) สําหรับศึกษากิจกรรม

ของทริปซิน  

     วิธีการ  
   

1. เตรียมสารละลายมาตรฐานพารา–ไนโตรอะนิลิด ความเขม้ขน้ 0.6  ไมโครโมลต่อ
มิลลิลิตร  

2. เจือจางสารละลายมาตรฐานพารา–ไนโตรอะนิลิด ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 
0.4 และ 0.5 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร 

y = 0.176x
R² = 0.995
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3. ปิเปตสารละลายมาตรฐานพารา–ไนโตรอะนิลิด แต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 350 
ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง  

4. เติม 0.2 โมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 
5. เติม 30 เปอร์เซ็นต ์กรดอะซิติก ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั  
6. ตั้งท้ิงไว ้5 นาทีแลว้นาํไปวดัค่าการดูดแสงท่ี  410 นาโนเมตร 
7. นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดม้าเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความ

เขม้ขน้ของพารา–ไนโตรอะนิลิด (ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร 

 

 

ภาพผนวกท่ี ก4 ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของพารา–ไนโตรอะนิลิด  
กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี  410 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 

y = 3.318x
R² = 0.998
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ภาคผนวก ข 

ภาพกิจกรรมการทดลอง 
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การเตรียมตัวอย่างกากมะพร้าว 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข1 การผสมกากมะพร้าวท่ีสุ่มเกบ็ตวัอยา่งมาใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข2 การเตรียมตวัอยา่งกากมะพร้าวก่อนอบ 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข3 การนาํกากมะพร้าวไปอบเพื่อกาํจดัความช้ืน 
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ภาพผนวกท่ี ข4 การเตรียมตวัอยา่งกากมะพร้าวก่อนและหลงัอบ 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข5 กากมะพร้าวชุดควบคุมและกากมะพร้าวท่ีผา่นการดดัแปรโดยใชว้ิธีการท่ี
แตกต่างกนั 
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การเกบ็ตวัอย่างปลาเพือ่สกดัเอนไซม์ 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข6 ตวัอยา่งปลาตะเพียน 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข7 ตวัอยา่งปลานิล 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข8 ตวัอยา่งปลาช่อน 
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ภาพผนวกท่ี ข9 การผา่ตดัแยกส่วนอวยัวะภายในออกจากตวัปลา 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข10 การแยกส่วนของไขมนัและอวยัวะอ่ืนๆ ออกจากลาํไส ้
 

 

ภาพผนวกท่ี ข11 การผา่ตดัแยกอวยัวะภายในบนนํ้าแขง็เพื่อรักษาสภาพของเอนไซม ์
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การสกดัเอนไซม์จากลาํไส้ปลา 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข12 การผสมบฟัเฟอร์กบัลาํไสป้ลาก่อนการสกดัเอนไซม ์
 

 

ภาพผนวกท่ี ข13 เอนไซมท่ี์สกดัจากลาํไสป้ลาทั้ง 3 ชนิด 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข14 การนาํตวัอยา่งไปเกบ็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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การศึกษากจิกรรมของเอนไซม์อะไมเลส และทริปซิน 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข15 การศึกษากิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข16 การศึกษากิจกรรมของเอนไซมท์ริปซิน 
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ภาพผนวกท่ี ข20 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง 
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การศึกษาโครงสร้างระดบัจุลภาค 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข21 การเตรียมตวัอยา่ง 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข22 การบรรจุตวัอยา่งในกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด 
 

 
ภาพผนวกท่ี ข23 การตรวจสอบการเปล่ียนแปลงโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด 
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การศึกษาการกระจายรังสีเอกซ์ 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข24 ถว้ยบดตวัอยา่ง 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข25 เคร่ืองบดตวัอยา่ง (Mixer Mill) 
 

 

ภาพผนวกท่ี ข26 การเตรียมตวัอยา่ง 
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ภาพผนวกท่ี ข27 เคร่ืองเอกซเรยดิ์ฟแฟรกโตมิเตอร์  
 

 

ภาพผนวกท่ี ข28 ระบบคอมพิวเตอร์ควบคุมเคร่ืองเอกซเรยดิ์ฟแฟรกโตมิเตอร์  
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พผนวกท่ี ข2
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ภาคผนวก ค 

ผลงานวิจยัท่ีนาํเสนอในการประชุมวิชาการ 
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ผลของการดัดแปรกากมะพร้าวด้วยวธีิทางกายภาพต่อสมบัติทางเคมีกายภาพและประสิทธิภาพ
การย่อยคาร์โบไฮเดรตในหลอดทดลองของปลาเศรษฐกจิ 

Effects of Physical Modification of Coconut Meal on Physicochemical Property and In Vitro 
Carbohydrate Digestibility in Economic Fish 

 

สุเนตรา ชุมแวงวาปี1 ศริศกัด์ิ สุนทรไชย2* และการุณ ทองประจุแกว้3 
Sunetra Chumwaengwapee1 Sarisak Soontornchai2* and Karun Thongprajukeaw3 

 

บทคดัย่อ 
การวิจยัน้ีเป็นการศึกษาผลของการแช่นํ้ า การใชค้ล่ืนไมโครเวฟ   การฉายรังสีแกมมา และการฉาย

ลาํแสงอิเล็กตรอนต่อการเปล่ียนแปลงสมบติัทางเคมีกายภาพของกากมะพร้าว และศึกษาประสิทธิภาพการยอ่ย
คาร์โบไฮเดรตในหลอดทดลองโดยใชเ้อนไซมท่ี์สกดัจากปลานิล (Oreochromis niloticus) จากการศึกษาพบวา่ 
การดดัแปรมีผลอยา่งมีนยัสาํคญัต่อการลดลงของเยือ่ใย ในขณะท่ีปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ียอ่ยไดมี้ค่าเพ่ิมข้ึน (P < 
0.05)  สมบติัทางเคมีกายภาพ ไดแ้ก่ โครงสร้างทางจุลภาค และความเป็นผลึก มีการเปล่ียนแปลงหลงัจากผา่นการ
ดดัแปร เม่ือทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตในหลอดทดลองพบว่า กากมะพร้าวท่ีผ่านการดดัแปร
โดยวิธีแช่นํ้ าและใชค้ล่ืนไมโครเวฟมีประสิทธิภาพการยอ่ยในหลอดทดลองสูงสุด รองลงมาคือ การฉายลาํแสง
อิเลก็ตรอนและรังสีแกมมา ตามลาํดบั ดงันั้น การดดัแปรกากมะพร้าวดว้ยการแช่นํ้ าหรือใชค้ล่ืนไมโครเวฟจึง
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการใชป้ระโยชน์จากคาร์โบไฮเดรตของปลาเศรษฐกิจได ้
 

คาํสําคญั:  กากมะพร้าว การดัดแปร สมบติัทางเคมีกายภาพ คาร์โบไฮเดรต ปลาเศรษฐกิจ 
 

Abstract 
This research aimed to study effects of water soaking, microwave irradiation, gamma irradiation 

and electron beam on physicochemical property of coconut meal and in vitro carbohydrate digestibility by using 
digestive enzymes from Nile tilapia (Oreochromis niloticus). The result showed that modified methods had 
significant effects by decreasing crude fiber and increasing available carbohydrates (P  < 0.05). 
Physicochemical properties including microstructure and crystallinity were altered after modification. The 
highest in vitro carbohydrate digestibility values were observed in soaked and microwave-irradiated coconut 
meals, followed by electron beam and gamma irradiation, respectively. Therefore, soaking or microwave 
irradiation could be used for increasing efficiency of carbohydrate digestibility in economic fish. 

 

Keywords:  Coconut meal, Modification, Physicochemical property, Carbohydrate, Economic Fish 
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บทนํา 
กากมะพร้าวเป็นผลพลอยไดท่ี้เกิดข้ึนปริมาณมากจากอุตสาหกรรมผลิตนํ้ ากะทิ และนํ้ ามนัมะพร้าว 

ผลพลอยไดด้งักล่าวมีราคาถูกและเหมาะท่ีจะนาํมาผลิตเป็นวตัถุดิบอาหารให้กบัสัตวเ์ล้ียง การศึกษาเก่ียวกบั
วตัถุดิบอาหารสัตวพ์บว่า กากมะพร้าวสามารถใชเ้ป็นวตัถุดิบอาหารสัตวบ์กไดห้ลายชนิด สําหรับการใชก้าก
มะพร้าวในสัตวน์ํ้ ายงัไม่เป็นท่ีแพร่หลายและมีขอ้จาํกดัหลายอย่าง โดยมีการใชบ้า้งในปลาดุก (ณัฐพงศ์ เมือง
สุวรรณ 2550) ปลาตะเพียนขาว  (เกษม  เชตะวนั และพิจิตร พนัธ์ศรี 2536) ปลานิล (Olude et al., 2008) เป็นตน้  
อยา่งไรกต็าม การใชก้ากมะพร้าวในปริมาณท่ีไม่เหมาะสมอาจทาํใหส้ัตวเ์กิดอาการทอ้งเสีย เน่ืองจากกากมะพร้าว
มีองคป์ระกอบของเยือ่ใยท่ียากต่อการยอ่ย ซ่ึงเยือ่ใยดงักล่าวจะห่อหุม้สารอาหารและเพ่ิมความหนืดในท่อทางเดิน
อาหาร ทาํใหป้ระสิทธิภาพการยอ่ยและการใชป้ระโยชน์จากวตัถุดิบเกิดข้ึนไดน้อ้ย (Choct and Annison, 1992) 
นอกจากน้ี กากมะพร้าวยงัมีองค์ประกอบทางโภชนาการท่ีไม่เหมาะสม โดยมีปริมาณกรดอะมิโนท่ีจาํเป็นบาง
ชนิดในปริมาณน้อย มีการสูญเสียคุณค่าทางโภชนาการเน่ืองจากกระบวนการผลิตท่ีตอ้งใชค้วามร้อน  และมี
องคป์ระกอบท่ีสัตวไ์ม่สามารถยอ่ยไดเ้ป็นจาํนวนมาก ไดแ้ก่  แมนแนน     กาแลกโตแมนแนน และเซลลูโลส เม่ือ
นาํไปใช้เป็นวตัถุดิบอาหารสัตว์จะทาํให้ประสิทธิภาพการย่อยอาหารตํ่าซ่ึงอาจส่งผลต่ออตัราการรอด การ
เจริญเติบโต และการเจริญพนัธ์ุได ้ 

จากการศึกษาการดดัแปรโครงสร้างวตัถุดิบอาหารหรือผลพลอยไดท้างการเกษตรหลายชนิดพบว่า
สามารถทาํใหว้ตัถุดิบมีประสิทธิภาพการยอ่ยท่ีดีข้ึน สาํหรับการศึกษาในกากมะพร้าวพบวา่การดดัแปรโดยวิธีการ
แช่นํ้า (Olude et al., 2008) ฉายรังสีแกมมา (Sunthornchot et al., 2009) หรือการเสริมเอนไซมส์ังเคราะห์ (Sundu 
et al., 2006) สามารถปรับปรุงประสิทธิภาพการยอ่ยและการใชป้ระโยชน์จากวตัถุดิบอาหารได ้เน่ืองจากการดดั
แปรจะทาํให้วตัถุดิบเปล่ียนแปลงสมบติัทางเคมีกายภาพให้เหมาะสมต่อการไฮโดรไลส์ของเอนไซมย์อ่ยอาหาร 
เช่น โครงสร้างพ้ืนผิว       (Bak et al., 2009) ความเป็นผลึก (Chung et al., 2010) เป็นตน้ การวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์
เพ่ือปรับปรุงคุณภาพคาร์โบไฮเดรตจากกากมะพร้าวเพ่ือใชเ้ป็นแหล่งวตัถุดิบอาหารท่ีมีคุณภาพของสัตวน์ํ้ า ซ่ึง
อาจช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยและการใชป้ระโยชน์จากวตัถุดิบ รวมทั้งเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีลดตน้ทุนใน
กระบวนการผลิต และช่วยส่งเสริมใหมี้การใชผ้ลพลอยไดด้งักล่าวอยา่งมีประสิทธิภาพ  

 

วธีิการวจัิย 
1. การดดัแปรกากมะพร้าว  
        ดดัแปรกากมะพร้าวโดยวิธีทางกายภาพ ไดแ้ก่ 1) การแช่นํ้า โดยชัง่กากมะพร้าวนํ้าหนกั 100 กรัม 
แลว้นาํมาแช่ในนํ้ ากลัน่ในอตัราส่วน 1:10 (มวลต่อปริมาตร) ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชัว่โมง 2) การใชค้ล่ืน
ไมโครเวฟ โดยนาํกากมะพร้าวมาผสมใหเ้ขา้กบันํ้าในอตัราส่วน 1:9 (มวลต่อปริมาตร) และนาํไปไมโครเวฟโดย
ใชก้าํลงัไฟฟ้า 700 วตัต ์ความถ่ี 2,450 กิโลเฮร์ิตซ์ เป็นเวลา 5 นาที 3) การใชรั้งสีแกมมา โดยนาํกากมะพร้าวไป
ฉายรังสีแกมมาท่ีระดบั 60        กิโลเกรย ์ (Sunthornchot et al., 2009) โดยแหล่งกาํเนิดของรังสีมาจากโคบอลต-์
60 และ 4) การใชล้าํแสงอิเลก็ตรอน โดยนาํกากมะพร้าวไปผา่นลาํแสงอิเลก็ตรอนท่ีระดบั 30 กิโลเกรย ์  และ 10 
เมกะอิเลก็ตรอนโวลต ์(Shawrang et al., 2011) 
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2. การเตรียมตวัอย่าง 
         นาํกากมะพร้าวท่ีผา่นการดดัแปรและบดใหล้ะเอียดมาอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง เพ่ือใช้สําหรับวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี  การวิเคราะห์สมบติัทางเคมีกายภาพและการประเมิน
ประสิทธิภาพการยอ่ยในหลอดทดลองจะใชก้ากมะพร้าวท่ีผา่นการทาํใหแ้หง้โดยใชเ้คร่ืองทาํแหง้ภายใตค้วามดนั
และอุณหภมิูตํ่า (Delta 2-24 LSC, Germany) 
 
3. การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคม ี  
 วิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี ไดแ้ก่ ปริมาณโปรตีน ไขมนั เยื่อใย และเถา้ตามวิธีการของ AOAC 
(2005) สาํหรับปริมาณของคาร์โบไฮเดรตใชว้ธีิการคาํนวณจากผลต่างของค่าโภชนาการ   
 
4. การศึกษาสมบัตทิางเคมีกายภาพ 
   4.1  การเปลีย่นแปลงโครงสร้างระดบัจุลภาค  
               ศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของกากมะพร้าวในระดบัจุลภาคโดยใช้กลอ้งจุลทรรศน์
อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด (Quanta 400, FEI, Czech Republic) โดยเตรียมตวัอยา่งดว้ยเทคนิคการติดบนกาวสอง
หนา้บนแท่งอะลูมิเนียม (Aluminium stub) และเคลือบตวัอยา่งดว้ยทอง ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใชเ้ท่ากบั 15 กิโล
โวลต ์

4.2  การเลีย้วเบนรังสีเอกซ์   
 พิสูจน์เอกลกัษณ์ในการเล้ียวเบนรังสีเอกซ์และคาํนวนปริมาณผลึกของกากมะพร้าวท่ีผ่านการ
ดดัแปรโดยใชเ้คร่ืองเอกซเรยดิ์ฟแฟรกโทมิเตอร์ (X’ Pert MPD, Philips, Netherlands) ท่ีความต่างศกัย ์ 40 กิโล
โวลต ์กาํลงัไฟฟ้า 40 มิลลิแอมแปร์ ความเร็วของการสแกน 1 องศาต่อนาที  

 
5. การประเมนิประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลอง (In vitro digestibility) 

5.1   การเกบ็ตวัอย่างปลาและการเตรียมเอนไซม์   
สุ่มเกบ็ตวัอยา่งปลานิล (นํ้าหนกั 800–900 กรัม ความยาวเหยยีด 33–36 เซนติเมตร) จาํนวน 4 

ตวั (n = 4) จากฟาร์มในอาํเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา หลงัจากนั้น สลบปลาในนํ้าแขง็ เกบ็ตวัอยา่งลาํไส้ และ
นาํมาสกดัเอนไซมย์อ่ยอาหารโดยบดตวัอยา่งใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ืองป่ันละเอียดใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl 
pH 8 ท่ีประกอบด้วย 200 มิลลิโมลาร์ NaCl ในอตัราส่วน 1:2 (มวลต่อปริมาตร) หลงัจากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 15,000 × g นาน 30 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส และเกบ็ตวัอยา่งส่วนใสเพ่ือใชเ้ป็นแหล่งของเอนไซมเ์พ่ือ
ประเมินประสิทธิภาพการยอ่ยในหลอดทดลอง  

5.2  การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรต  
    ศึกษาประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตของกากมะพร้าวตามวิธีการของ Thongprajukeaw 

et al. (2011) โดยผสมกากมะพร้าวท่ีดัดแปรแล้ว 5 มิลลิกรัม กับ 50 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์  pH 8 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร คลอแรมเฟนิคอล ความเขม้ขน้ 0.5% ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเอนไซมส์กดัปริมาตร 
125 ไมโครลิตร ใหเ้ขา้กนั หลงัจากนั้นนาํไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และหยดุ
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ปฎิกิริยาโดยการนาํสารละลายไปตม้ในนํ้าเดือด 10 นาที แลว้ตั้งท้ิงไวใ้หเ้ยน็ จากนั้นดูดสารละลายส่วนใสท่ีผา่น
การยอ่ยปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 1%  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
ตม้ในนํ้าเดือดนาน 5 นาที ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร และเปรียบเทียบกบักราฟ
มาตรฐานของนํ้าตาลมอลโทส 
 
6. การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ

แสดงผลขอ้มูลในรูปของค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของขอ้มูล
ดว้ยวธีิ Duncan’s multiple range test ท่ีระดบันยัสาํคญั 0.05  

 

ผลการวจัิยและอภิปรายผลการวจัิย 
1. ปริมาณของคาร์โบไฮเดรต 

ปริมาณเยื่อใยของกากมะพร้าวท่ีผา่นการดดัแปรมีการลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
โดยเยือ่ใยของกากมะพร้าวท่ีผา่นการแช่นํ้า การใชค้ล่ืนไมโครเวฟ การฉายรังสีแกมมา และลาํแสงอิเลก็ตรอน มี
ค่าเท่ากบั 33.02 ± 0.41, 28.74 ± 0.10, 24.38 ± 0.61 และ 25.49 ± 0.34%  (นํ้าหนกัแหง้) ตามลาํดบั เม่ือ
เปรียบเทียบกบักากมะพร้าวท่ีไม่ผา่นการดดัแปร (36.89 ± 0.05%) ผลการศึกษาท่ีไดส้อดคลอ้งกบัการศึกษาใน
วตัถุดิบหลายชนิดท่ีผ่านการดดัแปร เช่น เปลือกถัว่เหลือง เปลือกถัว่ลิสง เมล็ดทานตะวนั (Al-Masri and 
Guenther, 1999) และฟางขา้วสาลี (Kristensen et al., 2008) การเปล่ียนแปลงดงักล่าวสัมพนัธ์กบัปริมาณ
คาร์โบไฮเดรตท่ียอ่ยไดท่ี้เพ่ิมข้ึนจาก 26.45%  (กากมะพร้าวชุดควบคุม) เป็น 31.04, 35.39, 37.63 และ 37.44%  
ในกากมะพร้าวท่ีผา่นการแช่นํ้า การใชค้ล่ืนไมโครเวฟ การฉายรังสีแกมมา และลาํแสงอิเลก็ตรอน ตามลาํดบั  การ
เพ่ิมข้ึนของคาร์โบไฮเดรตท่ียอ่ยไดน้ี้อาจเกิดข้ึนเน่ืองจากโครงสร้างผลึกของคาร์โบไฮเดรตท่ียอ่ยไดย้ากถูกทาํลาย
หลงัจากการดดัแปร ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาในแป้งขา้วโพดและแป้งมนัฝร่ังท่ีพบวา่ ประสิทธิภาพการยอ่ยของ
คาร์โบไฮเดรตท่ียอ่ยไดเ้ร็ว (Rapidly digestible starch) มีค่าเพ่ิมข้ึนหลงัจากการดดัแปร (Chung and Liu, 2009; 
2010) 

 
2. สมบัตทิางเคมกีายภาพ 

2.1  โครงสร้างระดบัจุลภาค  
โครงสร้างของกากมะพร้าวท่ีผ่านการดดัแปรมีความแตกต่างจากกากมะพร้าวชุดควบคุม (รูปท่ี 

1A) โดยการแช่นํ้ า (รูปท่ี 1B) และการใชค้ล่ืนไมโครเวฟ (รูปท่ี 1C) ทาํให้โครงสร้างของกากมะพร้าวมีลกัษณะ
โคง้เวา้และมว้นพบัมากข้ึน ผลท่ีไดใ้กลเ้คียงกบัการศึกษาในแป้งขา้วโพด (Chung and Liu, 2009) ซ่ึงการ
เปล่ียนแปลงดงักล่าวอาจช่วยเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวเพ่ือให้เอนไซม์สามารถไฮโดรไลส์วตัถุดิบอาหารไดดี้ ขณะท่ีกาก
มะพร้าวท่ีผา่นการดดัแปรโดยใชรั้งสีแกมมา (รูปท่ี 1D) และลาํแสงอิเลก็ตรอน (รูปท่ี 1E) จะมีการมว้นพบัของ
โครงสร้างเพียงเลก็นอ้ย พ้ืนผวิบางส่วนถกูทาํลายและมีการแตกหกั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาในแป้งมนัฝร่ังและ
แป้งจากถัว่ (Chung and Liu, 2010) ท่ีผา่นการฉายรังสีแกมมา เม่ือเปรียบเทียบกบัแป้งท่ีไม่ผา่นกระบวนการ 
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2.2 การเลีย้วเบนรังสีเอกซ์ 
รูปแบบการเล้ียวเบนรังสีเอกซ์ของกากมะพร้าวก่อนและหลงัการดดัแปรมีความคลา้ยคลึงกนั (รูปท่ี 

2) โดยพบพีคหลกัท่ีมุมเล้ียวเบน (2θ) 15.9o, 20.1o, 23.6o และ 25.2o ผลการคาํนวณความเป็นผลึกสัมพทัธ์พบวา่
กากมะพร้าวท่ีผา่นการดดัแปรมีค่าความเป็นผลึกลดลง โดยการดดัแปรดว้ยวิธีแช่นํ้ า การใชค้ล่ืนไมโครเวฟ ฉาย
รังสีแกมมา และลาํแสงอิเลก็ตรอน มีค่าความเป็นผลึกสัมพทัธ์เท่ากบั 3.93, 4.40, 5.16 และ 5.63%  ตามลาํดบั เม่ือ
เทียบกบักากมะพร้าวท่ีไม่ผา่นการดดัแปร (5.66%) การเปล่ียนแปลงดงักล่าวอาจเกิดข้ึนจากการท่ีโครงสร้างของ
ผลึกบางส่วนถูกทาํลายหลงัจากได้รับการดัดแปร ซ่ึงทาํให้โครงสร้างส่วนอสัณฐาน (Amorphous) ของกาก
มะพร้าวมีค่าสูงข้ึน และอาจทาํให้การไฮโดรไลส์ของเอนไซมย์อ่ยอาหารสูงข้ึน สอดคลอ้งกบัการศึกษาในแป้งท่ี
พบวา่ประสิทธิภาพการยอ่ยจะสูงข้ึนเม่ือแป้งมีความเป็นผลึกสัมพทัธ์ตํ่า (Chung and Liu, 2010; Kaur et al., 
2010) 
 
3. ประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรตในหลอดทดลอง 

การดดัแปรกากมะพร้าวมีผลต่อประสิทธิภาพการย ่อยคาร์โบไฮเดรตของปลานิลอย ่างมี
นัยสาํคญั (P < 0.05, รูปท่ี 3) โดยการใชค้ล่ืนไมโครเวฟและการแช่นํ้ าทาํให้ประสิทธิภาพการยอ่ยมีค่าสูงสุด 
รองลงมาคือการใชล้าํแสงอิเล็กตรอน ขณะท่ีการใชรั้งสีแกมมาพบว่าค่าท่ีไดไ้ม่แตกต่างจากกากมะพร้าวในชุด
ควบคุม (P > 0.05) การเปล่ียนแปลงดงักล่าวสอดคลอ้งกบัการเพ่ิมข้ึนของปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ียอ่ยได ้และ
สมบติัทางเคมีกายภาพท่ีเหมาะสมต่อการไฮโดรไลส์ของวตัถุดิบ ผลการศึกษาท่ีไดส้อดคลอ้งกบัการศึกษา
ประสิทธิภาพการย่อยคาร์โบไฮเดรตใน Switch grass (Hu and Wen, 2008) ท่ีพบวา่ มีค่าสูงข้ึนเม่ือผา่นการ
ดัดแปรโดยใช้ค ล่ืนไมโครเวฟ  เ น่ืองจากกระบวนการดังกล่าวมีผลต่อการสลายตัวของเซลลูโลส  
เฮมิ เซลลูโลส และลิกนิน รวมทั้ งสอดคล้องกับผลการเจริญเติบโตของปลานิลวยัอ่อนท่ีเล้ียงดว้ยกากมะพร้าว
ท่ีผา่นการแช่นํ้า (Olude et al., 2008) หรือปลาคาร์พท่ีเล้ียงดว้ยเมลด็ Sesbania ท่ีผา่นการแช่นํ้า (Hossain et al.,  
2001)  

กากมะพร้าวท่ีผ่านการดัดแปรโดยใช้คล่ืนไมโครเวฟและการแช่นํ้ ามีประสิทธิภาพการย่อย
คาร์โบไฮเดรตไม่แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P > 0.05) แต่หากพิจารณาขั้นตอนและวิธีการในการดดัแปร
แลว้ วิธีการแช่นํ้ าสามารถทาํไดง่้าย ประหยดัค่าใชจ่้าย และมีรายงานในวตัถุดิบหลายชนิดว่า สามารถช่วยลด
ปริมาณสารตา้นโภชนาการไดห้ลายชนิด เช่น แทนนิน สารประกอบฟีนอล กรดไฟติก สารยบัย ั้งการทาํงาน
ของอะไมเลส  สารยบัย ั้งการทาํงานของทริปซิน (Abd El-Hady and Habiba, 2003; Vijayakumari et al., 2007; 
Khandelwal et al., 2010) เป็นตน้ ซ่ึงจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการยอ่ยในหลอดใหสู้งข้ึนได ้ ดงันั้น การดดัแปร
กากมะพร้าวโดยการแช่นํ้าหรือผา่นการไมโครเวฟอาจเป็นแนวทางเลือกหน่ึงท่ีช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการยอ่ย และ
การใชป้ระโยชน์จากกากมะพร้าวไดดี้ยิง่ข้ึน 
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รูปท่ี 3 ประสิทธิภาพการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตในหลอดทดลอง (μmol maltose g feedstuff–1) โดยใชเ้อนไซมท่ี์สกดั
จากปลานิล (อะไมเลส 1,000 ยนิูต) ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P < 0.05) แสดงดว้ยตวัอกัษร
ต่างกนั 

สรุปผลการวจัิย 
การดดัแปรกากมะพร้าวดว้ยวิธีการแช่นํ้ าเป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการผลิตอาหารสัตวน์ํ้ ามากท่ีสุด 

เน่ืองจากทาํให้เยื่อใยของกากมะพร้าวมีค่าลดลง ในขณะท่ีปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ียอ่ยไดมี้ค่าเพ่ิมข้ึน และมีการ
เปล่ียนแปลงสมบัติทางเคมีกายภาพให้เหมาะสม ได้แก่ โครงสร้างทางจุลภาค และความเป็นผลึก ทาํให้
ประสิทธิภาพการย่อยในหลอดทดลองมีค่าสูงข้ึน นอกจากน้ี วิธีการแช่นํ้ ายงัสามารถทาํไดง่้าย สะดวก และ
ประหยดัค่าใชจ่้าย ดงันั้น การแช่นํ้ าจึงเป็นทางเลือกท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมประสิทธิภาพในการใชป้ระโยชน์จาก
วตัถุดิบอาหารสาํหรับสัตวน์ํ้า 
 

คาํขอบคุณ 
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สงขลานครินทร์ ท่ีให้ความอนุเคราะห์สถานท่ีในการวิจยัและให้ความช่วยเหลือในการวิเคราะห์ขอ้มูลการ
เล้ียวเบนรังสีเอกซ์  
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ABSTRACT: This research aimed to study the effects of the physical modification of coconut 
meal (CM). Four modification methods were tested: water soaking, and microwave, gamma, and 
electron beam irradiation. The study measured the effects on the chemical composition and 
physicochemical properties of CM, and its in vitro carbohydrate digestibility based on the use of 
digestive enzyme extracts from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) and silver barb (Barbonymus 
gonionotus). The findings showed that the method of modification had significant effects by 
decreasing the level of crude fiber but increasing the available carbohydrates (p < 0.05). 
Furthermore, the physicochemical properties including pH, water solubility, microstructure, 
thermal properties and crystallinity were notably affected after modification by water soaking. 
This modification method also increased the carbohydrate digestibility by the fish enzymes tested. 
Therefore, the findings of this study suggest that the quality of CM as a feedstuff can be improved 
by water soaking.  

KEYWORDS: carbohydrate, coconut meal, economic fish, modification, soaking 

INTRODUCTION 

Coconut meal (CM), which is a common industrial by-product of the production of coconut oil 
and coconut milk, is generally used as a feed ingredient for rearing terrestrial animals. For aquatic 
species, however, and especially for fish, limited information is currently available on the use of 
CM in diets. This may be due to the nutritional limitations of CM, such as deficiencies in 
important amino acids and low protein digestibility 1. Moreover, CM contains high dietary fiber, 
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mainly in the form of mannan (26%), galactomannan (61%) and cellulose (13%) 2. These 
components may impair the digestibility and utilization of nutrients, by encapsulating them or by 
increasing the viscosity of the intestinal contents. Therefore, decreasing the dietary fiber in CM 
may improve the utilization of the available carbohydrate as well as having indirect effects on 
improving the other nutritional components.  

The modification of food or feed ingredients can cause significant improvements in their 
physicochemical properties and the digestibility of the various raw materials. Soaked CM, can be 
used as a replacement for soybean meal (30%) without any deleterious effect on the growth 
performance and nutrient utilization of fingerlings of Nile tilapia, Oreochromis niloticus 3. 
Moreover, other physical procedures, including microwave irradiation (non-ionizing radiation) 4, 5, 
gamma irradiation 6, 7 and electron beam (ionizing radiation) 8, 9, have also been used to improve 
the nutritional quality of raw materials. These methods can cause alteration of unavailable 
constituents by changing or cleaving chemical bondings. On the other hand, some conventional 
methods are frequently carried out under long term heating which can often lead to nutritional 
loss and also have less effect on destructing unavailable carbohydrates.  

This research aimed to study the effects of different methods of modifying CM and the 
improvements in the level of available nutrients archived, especially on the available 
carbohydrates. Analysis of the chemical composition, physicochemical properties and in vitro 
digestibility were the primary means used to evaluate the nutritional quality. Two freshwater 
fishes with high economic values, and different feeding habits, namely the omnivorous Nile 
tilapia (Oreochromis niloticus) and the herbivorous silver barb (Barbonymus gonionotus), were 
used as sources of digestive enzymes for in vitro screening. The findings from present study 
might be used to improve the nutritional quality of CM as a feed ingredient for the production of 
aquatic animals.  
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MATERIALS AND METHODS 

Modification of CM 

CM from pressed coconut meat was obtained from three local markets in Hat-Yai, Songkhla, 
Thailand. Unprocessed CM was used as a control sample with another four samples being 
physically modified. The modification methods used were: 1) water soaking; the CM was soaked 
in distilled water (1: 10 w/v) for 12 h at ambient temperature; 2) microwave irradiation; 50 g of 
CM was placed in a beaker, mixed with distilled water (1:9 w/v) and then cooked at 800 W in a 
microwave oven (MW 71B, Samsung, Malaysia) under agitation for 5 min; 3) gamma irradiation; 
the CM sample was irradiated at a dose of 30 kGy  using 60Co from a gamma irradiator (JS 8900 
IR-155, MDS Nordion, Canada); and 4) electron beam irradiation; CM was irradiated at a dose of 
30 kGy at a fixed beam energy of 10 MeV using an electron accelerator (TT-200, IBA Co. Ltd., 
Belgium). For gamma and electron beam irradiation, the processes were conducted at The 
Institute of Nuclear Technology (Public Organization), Thailand. 

Preparation of CM 

The samples of raw and modified CMs were dried using a freeze dryer (Delta 2-24 LSC, 
Germany) for 48 h, ground and sieved. All the prepared samples were packed in polyethylene 
bags covered by black plastic and then kept in desiccators for later analysis of their chemical 
composition and physicochemical properties.  

Chemical composition 

The chemical composition of the CM samples including their protein, lipid, ash and fiber content 
were analyzed according to standard methods of the AOAC 10. The nitrogen free extract (NFE) 
was calculated based on the difference. All the chemical compositions are reported on dry matter 
basis.  
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Physicochemical properties 

Determination of pH and water solubility 

One gram of CM was suspended in 25 ml of water at 25oC and agitated for 10 min 11. The 
measurement of pH was conducted using a pH meter (Cyber Scan 510, Eutech Instrument, 
Singapore). The water solubility was determined according to the method of Chung et al 7. 
Briefly, one gram of CM was mixed with 10 ml of water, gently stirred for 1 h at room 
temperature and centrifuged at 1500g for 10 min. The solubility of the CM was calculated from 
the ratio between the dissolved solid weight in supernatant and the dried solid weight in the 
original sample.   

Microstructure 

The CM samples were mounted by double-sticky tape on an aluminum stub and coated with gold. 
Microscopic pictures of the CM samples were produced using a scanning electron microscope 
(Quanta 400, FEI, Czech Republic) at 50, 250 and 1500× magnifications. The energy potential 
during micrography was 15 kV.   

X-ray diffraction patterns 

The diffraction patterns of the CM samples were determined with an x-ray diffractometer    (X’ 
Pert MPD, Philips, Netherlands) operated at a voltage of 40 kV and a current of 40 mA current. 
Diffractograms were recorded between 4° and 35° (2θ) with a scanning rate of          1o/min. 

Thermal properties 

The thermal properties of the CM samples were measured using a differential scanning 
calorimeter (DSC7, Perkin Elmer, USA). Approximately 3 mg of a freeze-dried sample was 
placed in an aluminum pan, and sealed, then allowed to equilibrate at room temperature for 1 h, 
then heated from 40 to 180oC at a rate of 5oC/min. The thermal parameters, onset (To), peak (Tp) 
and conclusion (Tc) temperatures, and transition enthalpy (∆H), were recorded automatically. 
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Determination of in vitro carbohydrate digestibility 

Fish sampling and digestive enzyme extraction 

One year old Nile tilapia (n = 3, 800–900 g body weight and 33–36 cm total length) and six 
months old silver barb (n = 3, 400–450 g body weight and 29–30 cm total length) were randomly 
collected from a farm in Hat-Yai, Songkhla, Thailand. The fishes were fed             ad libitum, two 
times daily (08:00 and 18:00 h) with a commercial diet (20% crude protein). The fish were then 
killed by chilling in ice. The intestines of all the fish were carefully collected, kept in ice and then 
transported to the Department of Applied Science, Faculty of Science, Prince of Songkla 
University. Subsequently, the samples were homogenized in 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8) 
containing 200 mM NaCl (1: 4 w/v) using a micro-homogenizer (THP-220; Omni International, 
Kennesaw GA, USA). Centrifugation of the homogenate was carried out at 15000g for 30 min at 
4oC. The supernatant was collected and then kept at –20oC. 

 In vitro digestibility 

The crude enzyme extracts were dialyzed overnight against the extraction buffer. The in vitro 
reaction was performed according to the method described in Thongprajukaew et al 12. The 
carbohydrate digestibility was determined by quantitative analysis of the liberated maltose after 
incubation. The digestibility values were calculated, standardized with equal amylase activity, and 
are expressed as μmol maltose/g. 

Statistical analysis 

Data are reported as mean ± SE from triplicate observations. The significant differences between 
the means were analyzed by Duncan’s Multiple Range Test at 95% confidence levels.   

RESULTS 

Chemical composition 

Physical modification had the effects on the chemical composition of the CM samples shown in 
Table 1. A significant decrease in protein content was found in the CM modified by electron 
beam irradiation (p < 0.05) whereas the protein content of the samples modified by the other 
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methods were not statistically different when compared with the control sample    (p > 0.05). The 
lipid content increased in the gamma-irradiated CM, and decreased in the water-soaked and 
microwave-irradiated CM samples. The ash content increased significantly in the water-soaked 
sample and relatively higher values were found in the samples modified by other methods. The 
crude fiber decreased progressively after all the modifications whereas the available carbohydrate 
increased inversely. 

Physicochemical properties 

pH and water solubility 

Significantly increased pH values were found in the water-soaked and microwave-irradiated CM 
samples, whereas a decrease in pH was observed in the CMs modified by gamma and electron 
beam irradiation (p < 0.05, Table 1). The water solubility of the nutrients had the highest value in 
the samples pretreated by soaking (Table 1), with, similar solubility being detected between the 
control sample and the samples modified by other methods.  

Microstructure 

Modification had the effect of changing the microscopic structure of the CM samples (Fig.1). 
Porous and concave surfaces were similarly found in the CM samples modified by water soaking 
(Fig. 1d–f) and microwave irradiation (Fig. 1g–i). However, the area of rough surface was 
relatively higher in the sample pretreated by soaking as compared to the microwave-irradiated 
sample. Damaged surfaces with shallow grooves were observed after modification by gamma 
(Fig. 1j–l) and electron beam (Fig. 1m–o) irradiation. 
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Table 1 Chemical composition and physicochemical properties of raw and modified CM samples. 
Data were calculated from triplicate determinations and are expressed on dry matter basis.   

 Parameter Unmodified 
Water 

soaking 
Microwave 
 irradiation 

Gamma  
irradiation 

Electron 
beam 

Chemical compositions (%)      

Crude protein 4.63 ± 0.05a 4.60 ± 0.00ab 4.70 ± 0.05a 4.68 ± 0.00a 4.46 ± 0.04b 

Crude lipid  31.00 ± 0.01b 30.08 ± 0.10c 30.08 ± 0.03c 32.14 ± 0.25a 31.44 ± 0.22b 

Ash  1.03 ± 0.00c 1.26 ± 0.06a 1.09 ± 0.04bc 1.17 ± 0.01ab 1.17 ± 0.02ab 

Crude fiber  36.89 ± 0.05a 33.02 ± 0. 41b 28.74 ± 0.10c 24.38 ± 0. 61d 25.49 ± 0. 34d 

Nitrogen free extract 26.45 ± 0.07d 31.04 ± 0.43c 35.39 ± 0.12b 37.63 ± 0.66a 37.44 ± 0.41a 

Physicochemical properties       

pH 5.61 ± 0.01c 6.84 ± 0.01b 6.95 ± 0.01a 5.34 ± 0.02d 5.27 ± 0.00e 

Water solubility (%) 5.78 ± 0.58b 8.69 ± 0.62a 6.09 ± 0.30 b 5.50 ± 0.53 b 5.19 ± 0.16 b 

Relative crystallinity (%)*  5.66 3.93 4.40 5.16 5.63 

* Relative crystallinity was calculated from only one sample. 

   Values with different superscripts in the same row indicate significant difference (p < 0.05). 
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Fig. 1 Microstructures of raw (a–c) and modified CM samples: water soaking (d–f), microwave 
irradiation (g–i), gamma irradiation (j–l), and electron beam (m–o). Magnifications of 
photographs were recorded at 50× (left panel), 250× (middle panel) and 1500× (right 
panel).  
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Diffraction patterns 

The diffraction patterns of the control and modified CM samples were similar (Fig. 2). The main 
peaks were found at diffraction angles of 15.9o, 20.1o, 23.6o and 25.2o (2θ). The calculated relative 
crystallinity (RC) significantly decreased in the water-soaked (3.93% RC), microwave-irradiated 
(4.40% RC) and gamma-irradiated (5.16% RC) CM samples whereas similar values were found 
in the unmodified (5.66% RC) and electron beam-irradiated (5.63) CM samples (Table 1). 

 

 
Fig. 2 Diffractograms of CM samples modified by different physical methods. Diffraction 

patterns were detected between 4° and 35° (2θ). 

Thermal properties 

Differences in transition temperatures (To, Tp and Tc), melting temperature range (Tc–To), 
enthalpy (ΔH) and the degree of gelatinization (DG) were observed in the CM samples modified 
by different methods (Table 2). Notable changes in thermograms were detected within a 
temperature range of 46.5–152.2oC. The gamma-irradiated and electron beam-irradiated CM 
samples had higher transition temperatures whereas the water-soaked and microwave-irradiated 
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CM samples had higher To but lower Tp and Tc, when compared with the control sample. The 
melting temperature range was broader after gamma irradiation, and was narrower after 
modification by the other methods, when compared with the control sample. The ΔH of the 
modified CM samples had lower values than in the control sample. The highest DG value was 
observed in the water-soaked CM, followed by that modified by electron beam, gamma and 
microwave irradiation, respectively.   

Table 2 Thermal transition properties of raw and modified CMs observed from DSC 
thermograms.  

Thermal parameter Unmodified Water 
soaking 

Microwave 
irradiation 

Gamma 
irradiation 

Electron 
beam 

To (
oC) 46.47 54.10 47.85 61.23 59.17 

Tp (
oC) 82.83 81.67 80.25 97.25 89.17 

Tc (
oC) 119.68 110.93 113.87 152.17 125.92 

Tc–To(
oC) 73.21 56.83 66.02 90.94 66.75 

ΔH (J/g) 95.73 46.72 67.94 60.24 48.97 
DG (%)* 0.00 51.19 29.02 37.07 48.84 

 
To = onset temperature, Tp = peak temperature, Tc = conclusion temperature, Tc–To = melting 
temperature range, ΔH = enthalpy 

* Degree of gelatinization (DG, %) was calculated from (1– ΔH of modified CM) × 100 

 
In vitro carbohydrate digestibility 

The method of modification had some effect on the carbohydrate digestibility in both fish species. 
Soaking and microwave irradiation produced significantly increased digestibility in Nile tilapia, 
as did, to a lower degree, irradiation by electron beam, when compared with the control sample (p 
< 0.05, Fig. 3a). No significant changes in digestibility were found in any of the treatments for 
silver barb (p > 0.05, Fig. 3b). However, relatively higher levels of digestibility were obtained 
after modification by water soaking and microwave irradiation. 

ΔH of unmodified CM  
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Fig. 3 In vitro carbohydrate digestibility (μmol maltose/g) of raw and modified CM samples, 
using digestive enzyme extracts (amylase activity = 1000 U) from Nile tilapia (a) and 
silver barb (b). Data with different superscripts are significantly different (p < 0.05). 

DISCUSSION  

Chemical composition of CM samples  

The protein contents were unchanged after modification by water soaking, microwave irradiation 
and gamma irradiation and this finding is in agreement with earlier research using gamma and 
microwave-irradiated fish feed mixtures 12, and gamma-irradiated soy flour 13. This indicates that 
the three modification processes had no effect on the quantity of protein. The increased lipid 
content after gamma irradiation probably arises as a result of the transformation of unsaturated 
fatty acids into saturated fatty acids, which is a normal factor affecting lipid rancidity. On the 
other hand, decreased lipid content in the CM might be due to the peroxidation of saturated fatty 
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acids, providing hydroperoxides and other secondary oxidation products. This interpretation 
correlates with the decreased polyunsaturated fatty acids found after feed mixtures were exposed 
to microwave irradiation 14. The significant increase in ash content might be due to a chelating 
reaction induced by soaking in water and irradiation by microwaves and electron beam.     

Decreased fiber after modification has previously been reported in gamma-irradiated 
wheat straw, cotton seed shell, peanut shell, soybean shell, extracted olive cake and extracted 
unpeeled sunflower seeds 15, and pretreated, delignified and steam-exploded rice straws 16. This 
decrease occurred concurrently with a significant increase in available carbohydrate. Both 
findings indicate that modification may destroy physical barriers, which in CM would probably 
be lignocellulosic constituents. Therefore, the results found in this study may indicate that there 
us more available carbohydrate in modified CMs than in unmodified material. 

Physicochemical properties of CMs 

The increased pH in the water-soaked and microwave-irradiated CM samples might have arisen 
as a result of the release of hydroxyl groups from lignocellulosic degradation. On the other hand, 
decreased pH values in the CM samples modified with ionizing radiations (gamma and electron 
beam irradiation), are probably due to the breakdown of starch molecules due to the action of free 
radicals, inducing the formation of carboxyl groups. This tendency has been similarly reported in 
gamma-irradiated corn 17 and potato and bean starches 18. Water solubility is an important 
characteristic governing the hydrolytic properties of feedstuff due to digestive enzymes 12. 
Significantly increased solubility after soaking suggests that the modification method may 
improve this property in CM.  

As regards microstructure, soaking and microwave irradiation can cause an increase in 
the surface structure of CM. This was also observed in fish diet and wheat straw after 
modification 14, 16. On the other hand, the smooth and denser surface found in the other treatments 
is similarly in accord with previous findings relating to gamma-irradiated corn and potato starches 
17, 18, when compared with non-treated starch.  

Differences in RC and the strength of diffraction peaks were observed in water-soaked 
and microwave-irradiated CM samples when compared with the control sample. This suggests 
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that the crystalline region might be disturbed, causing an increase of the amorphous region, after 
the modification of the raw material. Kaur et al. 19 reported a negative correlation coefficient 
between RC and the in vitro digestibility of rapidly and slowly digestible starches in Indian 
lentils. Therefore, a significant decrease in this parameter may cause an increase in digestible 
starch in CM. Moreover, Cooke and Gidley 20 suggested that the change of melting enthalpy 
primarily reflects a loss of double helical order rather than a loss of crystalline order. This 
suggests that the alteration in the modified CM occurs at both the double helical and crystalline 
levels.  

With regard to melting temperature range, Bao and Corke 21 suggested that the value 
might be increased directly by the heterogeneity of the starch crystallites. Therefore, the 
narrowness in the temperature range of the water-soaked CM is probably due to the homogeneity 
in the cleaved length of amylose and amylopectin chains after modification. Decreased melting 
enthalpy probably contributes to partial gelatinization of starch during processing 7. Therefore, the 
lowering of the enthalpy in this study was sufficient to gelatinize the soaked CM, leading to the 
higher DG. This characteristic is important for improving the carbohydrate digestibility in 
feedstuffs 12. 

In vitro carbohydrate digestibility of CM 

The increased carbohydrate digestibility was correlated with the observed physicochemical 
properties as described above. However, digestibility also depends on other properties of starch, 
such as its particle diameter and amylose content 19. Although microwave irradiation improved 
the digestibility in fish, this method requires high energy and equipment costs as compared to 
soaking in water, which produced similar digestibility. Moreover, some anti-nutritional 
compounds i.e. polyphenol, tannin, phytic acid and α-amylase inhibitor can be reduced by 
soaking pretreatment 22, 23. The increased carbohydrate digestibility after soaking in water found in 
this study is in agreement with previous findings in moth beans, black grams and chick peas 24, 25. 
Moreover, in an in vivo experiment, Hossain et al. 26 reported that a supplementation of soaked 
Sesbania seeds in the diet of common carp (Cyprinus carpio) improved growth performance and 
feed utilization, and Sotolu and Faturoti 27, reported a similar finding relating to the use of soaked 
leucaena seed in African catfish (Clarias gariepinus).  
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CONCLUSIONS 

The method of modification had significant effects in respect of decreasing the crude fiber 
level and increasing the available carbohydrate. The physicochemical properties of water-soaked 
CM changed, with an increased pH value and water solubility and a curved and folding 
microstructure leading to an increasing surface area. There was also a decrease in crystallinity, 
and altered thermal properties, with reduced melting enthalpy but an increased degree of 
gelatinization. These results indicate that this method of modification is effective in increasing 
amorphous structure, thus enhancing enzymatic hydrolysis and promoting better feedstuff 
utilization in animals. The study of in vitro digestibility indicates that water soaking increased 
carbohydrate digestion in both fish species. Therefore, the preparation of CM by soaking in water 
is an appropriate method to enable its use as an aqua feedstuff. 
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FIGURE LEGENDS 

Fig. 1 Microstructures of raw (a–c) and modified CM samples: water soaking (d–f), microwave 
irradiation (g–i), gamma irradiation (j–l), and electron beam (m–o). Magnifications of 
photographs were recorded at 50× (left panel), 250× (middle panel) and 1500× (right 
panel).  

Fig. 2 Diffractograms of CM samples modified by different physical methods. Diffraction 
patterns were detected between 4° and 35° (2θ). 

Fig. 3 In vitro carbohydrate digestibility (μmol maltose/g) of raw and modified CM samples, 
using digestive enzyme extracts (amylase activity = 1000 U) from Nile tilapia (a) and 
silver barb (b). Data with different superscripts are significantly different (p < 0.05). 

 


